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RESUMO

A avaliacdo da toxicidade de um produto quimico, € essencial para identificar os parametros
toxicoldgicos e suas relacbes dose-resposta, e assim elucidar os mecanismos de toxicidade e
determinar a toxicodindmica do composto quimico. Chalconas sdo cetonas «,f-insaturadas. Foi
avaliado a seguranca nao clinica da chalcona sintetizada (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-
(4-nitrofenil) prop-2-en-1-ona (4-nitro). O zebrafish (D. rerio), que é muito usado
predominantemente na biologia e na genética molecular, mostrou seu valor na toxicologia de
compostos quimicos, bem como na descoberta de novas drogas. O presente trabalho reporta o
potencial toxicologico e atividade locomotora de uma chalcona sintética 4- nitro frente a zebrafish
(D. rerio) adulto. Para o teste de campo aberto e avaliagdo da toxicidade, a amostra foi preparadas
com DMSO 3% (0,1, 0,3 e 1 mg/mL; 20 pL i.p). Apds 30 min. dos tratamentos, os animais foram
adicionados em placas de Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma agua do aquario, marcadas
com quatro quadrantes e analisada a atividade locomotora (0-5 min) através da contagem do nimero
de cruzamento de linhas (CL). No teste de toxicidade, foi calculada a concentracgéo letal para matar
50% (CLso) dos ZFa em até 96h.A chalcona ndo se mostrou tdxica. As trés concentraces
diminuiram a atividade locomotora (AL) dos ZFa (AL= 53,33% a 56%). Assim, sugere-se investigar
outros testes farmacoldgicos de doencas que alteram o comportamento animall.

Palavras-chave: Atividade locomotora, Zebrafish, Chalconas.

ABSTRACT

The evaluation of the toxicity of a chemical product is essential to identify the toxicological
parameters and their dose-response relationships, thus elucidating the mechanisms of toxicity and
determining the toxicodynamics of the chemical compound. Chalcones are a, B-unsaturated ketones.
The non-clinical safety of the chalcone synthesized (E) -1- (2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl) -3-
(4-nitrophenyl) prop-2-en-1-one (4-nitro). Zebrafish (D. rerio), which is widely used predominantly
in biology and molecular genetics, has shown its value in the toxicology of chemical compounds,
as well as in the discovery of new drugs. The present work reports the toxicological potential and
locomotor activity of a synthetic 4-nitro chalcone against the adult zebrafish (D. rerio). For the open
field test and toxicity assessment, the sample was prepared with 3% DMSO (0.1, 0.3 and 1 mg /
mL; 20 pL i.p). After 30 min. of the treatments, the animals were added in glass Petri dishes (10 x
15 cm), containing the same water from the aquarium, marked with four quadrants and the
locomotor activity (0-5 min) was analyzed by counting the number of lines (CL). In the toxicity test,
the lethal concentration was calculated to kill 50% (LC50) of ZFa in up to 96 hours. The chalcone
was not toxic. The three concentrations decreased the locomotor activity (AL) of the ZFa (AL =
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53.33% to 56%). Thus, it is suggested to investigate other pharmacological tests of diseases that
alter animal behavior.

Keywords: Locomotor activity, Zebrafish, Chalcones

1 INTRODUCAO

A avaliacdo da toxicidade de um produto quimico, é essencial para identificar os parametros
toxicoldgicos e suas relacbes dose-resposta, e assim elucidar os mecanismos de toxicidade e
determinar a toxicodindmica do composto quimico (ADRIAN et al., 2005). Em um estudo realizado
por Rihel et al. (2010), avaliaram o efeito de 3.968 compostos sobre a atividade locomotora em
larvas de zebrafish, onde encontram caracteristicas comportamentais especificas para muitas classes
de psicotropicos. Estudos avaliando as respostas comportamentais em zebrafish ja foram realizados
com um grande numero de farmacos psicoativos. Neste estudo, avaliamos a atividade
comportamental e toxicoldgica de uma chalcona sintetizada.

Chalconas séo subclasses de flavonoides que possuem em suas estruturas dois anéis
aromaticos unidos por um sistema ceténico a, B-insaturado. Elas atuam como precursores e
intermediarios na sintese de compostos ativos e na biossintese de flavondides
(GAONKAR & VIGNESH, 2017). Possuem ampla variedade de propriedades farmacoldgicas,
tais como, anti-HIV Cole et al. (2016) e anti-cancer (YADAV et al., 2017). Esta vasta gama de
atividades é em grande parte atribuida as inimeras possibilidades de substituicbes nos anéis
aromaticos das chalconas, pois a metodologia de sintese das mesmas, baseada na condensacdo de
Claisen- Schmidt, possibilita a obtengdo de uma grande variedade de compostos, fornecendo a
variedade estrutural pretendida (DUCKI et al., 1998).

O zebrafish (D. rerio), que é muito usado predominantemente na biologia e na genética
molecular, mostrou seu valor na toxicologia de compostos quimicos, bem como na descoberta de
novas drogas. Investigar a atividade de um composto sintético como alvo farmacolégico, significa
reduzir a quantidade de matéria vegetal sem comprometer a natureza e contribuir com a busca de
novos farmacos que ndo tenha efeitos colaterais. Acrescenta a isto, o uso de pouco material a ser
testado uma vez que se utiliza o zebrafish como modelo animal quando comparado com roedores.

Portanto, o presente trabalho reporta o potencial toxicoldgico e atividade locomotora de uma
chalcona sintética (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(4-nitrofenil) prop-2-en-1- ona frente a

zebrafish (D. rerio) adulto.
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2 MATERIAS E METODOS
2.1 OBTENCAO DA AMOSTRA

A chalcona (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(4-nitrofenil) prop-2-en-1- ona (4-
nitro) ( Fig. 1) foi sintetizada através da reacdo de condensacédo alddlica de Claisen-Schmidt em
meio basico, utilizando p-aminoacetofenona e m-nitrobenzaldeido segundo metodologia de Gasull
et al., (2000) seguida da reacdo de acetilacdo com anidrido acético em meio tamponado (acido

acetico/acetato de sddio) em pH =5, sob agitacdo magnética.

Figura 1: Estrutura quimica da chalcona (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-trimetoxifenil) -3-(4-nitrofenil) prop-2-en-1- ona (4-
nitro).

2.2 ANIMAIS

Zebrafish adulto (Danio rerio) (Zfa), do tipo selvagem, de ambos os sexos e com idades entre
60 e 90 dias, medindo 3,5 + 0,5 cm de comprimento e pesando 0,4 = 0,1 g foram obtidos de um
comércio local (Fortaleza, Brasil). Os animais foram aclimatados por 24 horas em aquarios de vidro
(30 x 15 x 20 cm) contendo &gua desclorada (ProtecPlus®) e bombas de ar com filtros submersos,
a25°CepH 7,0, com ciclo circadiano de 14:10 h claro / escuro. Os peixes receberam alimentagédo
ad libitum 24 h antes das experiéncias. Apds 0s experimentos, os animais foram sacrificados por
imersdo em agua gelada (2—4 ° C) por 10 minutos até a perda de movimentos operculares. Todos 0s
procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica para uso animal da
Universidade Estadual do Ceard (CEUA-UECE, # 7210149 /2016).

2.3 AVALIA(}AO DA ATIVIDADE LOCOMOTORA

Os animais (n=6/grupo) foram tratados com a chalcona 4 — nitro (0,1; 0,3 ou 1 mg/mL) ou
veiculo (DMSO 3% ou e DZP 1mg/mL; 20 uL; i.p.). A atividade locomotora foi avaliada pelo teste de
campo aberto para identificar alteragcdes na coordenacdo motora do peixe-zebra por sedacéo e / ou
relaxamento muscular (AHMAD & RICHARDSON, 2013). Um grupo de animais sem tratamentos
foi incluido (Naive). Apds 30 min. dos tratamentos, os animais foram adicionados em placas de
Petri de vidro (10 x 15 cm), contendo a mesma agua do aquario, marcadas com quatro quadrantes e

analisada a atividade locomotora (0-5 minutos) através da contagem do nimero de cruzamento de
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linhas (CL). O valor de CL do grupo Naive como linha de base (100%) e foi calculado a

porcentagem de atividade locomotora (AL%) individualmente.

Figura 2: Esquema do procedimento do teste de Campo aberto.

o »

Chalcona (0.1; 0,3 ou 1,0 mg/mL );
Veiculo DMSO 3%%;
Controle positivo DZP 1mg/mL;
NAIVE

Elaborado pelo autor

2.4 TOXICIDADE AGUDA EM ZEBRAFISH

Os ZFa (n=7/grupo) foram tratados via intraperitoneal (i.p) com 20 pul do composto
dissolvido em DMSO 3% (0,1; 0,3 ou 1,0 mg/mL). Como controle negativo foi utilizado o veiculo
(DMSO 3%; 20 uL i.p). Apos 24, 48, 72 e 96 horas, 0s peixes mortos em cada grupo foram contados
e a concentracéo letal (CLso) foi determinada (ARELLANO-AGUIAR et al., 2015).

2.5 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Os resultados estdo expressos como a média + erro padrdo da média para cada grupo
analisado. Apos confirmagéo da distribuicdo normal e homogeneidade dos dados, as diferencas entre
os grupos foram submetidas a analise de variancia (ANOVA one-way), seguida pelo teste de Tukey.
Todas as analises foram realizadas usando o GraphPad Prism v. 5.01. O nivel de significancia

estatistica foi estabelecido em 5% (P <0,05).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade locomotora é um dos parametros de analise comportamental que vem sendo
utilizado para avaliar a acdo de drogas que podem atuar sob o sistema nervoso central do zebrafish
(D. rerio) adulto e causar comprometimento locomotor ou ndo (TAYLOR et al., 2017). Assim, 0s
efeitos da chalcona 4-nitro na locomotora atividade do zebrafish adulto foram avaliados.

De acordo com resultados da Figura 1, as trés concentragdes 0,1; 0,3 e 1 mg/mL da chalcona

sintética diminuiram a atividade locomotora dos Zfa (%AL= 53,33% a 56%). Esses resultados
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mostram que a chalcona causou efeito sedativo e/ou comprometimento locomotor dos animais,
significativamente (p>0,05) semelhante ao efeito sedativo do diazepam (DZP; 1 mg/kg; p<0,0001

vs. naive e veiculo).

Figura 1. Efeito da chalcona sintética sob a atividade locomotora do zebrafish (Danio rerio) adulto no Teste de Campo
Aberto (0-5min).
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Fonte: Elaborado pelo autor

As alteracdes fisioldgicas do sistema nervoso central (SNC), provenientes de privagoes
sensoriais de origem olfatéria e visual, alteracbes na neurogénese e na concentracdo de
neurotransmissores sdo correlacionaveis a alteragdes comportamentais. Parametros simples de
locomocgéo de larvas de zebrafish s&o um dos mais comuns indicadores utilizados na literatura
cientifica que contribuem no efeito de agentes toxicos e estabelecimento de modelos farmacologicos
(BICHARA et al., 2014).

Portanto, a identificacdo dos efeitos comportamentais induzidos por diferentes classes de
substancias psicoativas em larvas de zebrafish e em animais adultos pode contribuir para o processo
de desenvolvimento de novos farmacos e na elucidacdo de mecanismos de agéo e também como um
modelo para avaliar neurotoxicidade. Assim, avaliamos a toxicidade da chalcona 4- nitro utilizando

zebrafish adulto.
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Tabela 1. Resultados dos testes de toxicidade aguda da chalcona sintética frente ao zebrafish adulto.

Mortalidades 96h
Amostra CN C1 c2 c3 CL50 (mg/mL) / IV
0 0 0 0 >1

4-NITRO

CN- Grupo controle negativo: DMOS 3%; Chalcona (E)-1-(2-hydroxy-3,4,6-trimethoxyphenyl) -3-(4-

nitrophenyl)prop-2-en-1-ona; C1 — Concentragéo 1 (1 mg/mL; 20 pL; i.p); C2 — Concentragdo 2 (3 mg/mL; 20 pL; i.p.).

C3-Dose 3 (10 mg/mL; 20 pL; i.p.); DLso- Dose letal para matar 50% dos Zebrafish adulto; 1V — intervalo de confianca.
Fonte: Elaborada pelo autor

Como resultado, constatou-se que todas as concentracdes da chalcona ndo causaram
mortalidade de 50% dos zebrafish adultos (CLso > 1 mg/mL), como mostra a Tabela 1.
Recentemente, um estudo também avaliou a toxicidade de um composto denominado endosulfan

residual porém com embrifes de Zebrafish (Gabriela Godinho Mello et al., 2020)

4 CONCLUSAO

Os dados obtidos no presente trabalho revelaram que a chalcona (E)-1-(2-hidroxi-3,4,6-
trimetoxifenil) -3-(4-nitrofenil) prop-2-en-1-ona alterou a locomocdo do Zfa e aparentemente é
segura, pois ndo foi toxica frente ao zefrafish (D. rerio) adulto até 96 h de anélise. Assim, sugere-

se investigar outros testes farmacologicos de doencas que alteram o comportamento animal.
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